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赔 皮 激素 诱导 下 家 乔 CYP3 基因 家 族 的 表达 变化 


高 瑞 娜 '， 卫 正 国 ”,， 张 婷 '， 王 瑞 娴 '， 赵 国 栋 !， 李兵 ”， 沈 卫 德 *， 


(1. 现代 丝绸 国家 工程 实验 室 , 江苏 苏州 215123; 2. 苏州 大 学 蛋 又 研究 所 , 江苏 苏州 215123 ) 


摘要 : 为 了 研究 家 看 Bombyx mori CYP3 家 族 基 因 经 赔 皮 激素 诱导 后 的 表达 变化 , 用 赔 皮 激素 溶液 (2 x 10 pg/pL) 
浸泡 的 桑 叶 喂食 家 和 看 B.， mori 5 龄 幼虫 ,以 不 用 虹 度 激素 处 理 的 双 叶 喂食 家 和 蛋 为 对 照 , 采用 双 跟 踪 标 定 定 量 PCR 
( dual-spike-in qPCR) 方 法 ,检测 在 晓 皮 激素 诱导 下 家 符 中 肠 和 脂肪 体内 CYP3 基因 家 族 的 转录 水 平 。 结 果 表 明 : 与 
对 照相 比 , 在 晓 皮 激素 诱导 下 家 和 蛋 幼 虫 体内 脂肪 体 中 CYP302, CYP306 和 CYP339 的 转录 水 平分 别 上 升 了 191.4, 7.4 
和 421 倍 , 在 中 肠 中 变化 不 显著 ; 其 余 基因 转录 水 平 变化 不 明显 或 检测 不 到 转录 活性 。 结 果 说 明 CYP339 基因 有 可 
能 参与 家 看 赔 皮 激素 的 代谢 , 这 为 进一步 研究 P450 基因 与 内 源 物质 的 关系 提供 理论 基础 。 
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Abstract: To study the change in expression of the CYP3 family genes induced by ecdysone, we measured 
their transcription level by dual spike-in qPCR in the midgut and fat body of Bombyx mori 9th instar larvae 
fed on mulberry leaves soaked in ecdysone solution (2 x10™ ng/ mL) with those fed on mulberry leaves not 
soaked in ecdysone solution as the control. The results showed that compared with the control ,the 
transcription level of CYP302, CYP306 and CYP339 increased by 191.4, 7.4 and 421 times in fat body, 
respectively, and that of the other genes induced by ecdysone did not change significantly or was not 
detectable. These results suggest that CYP339 gene may be involved im the metabolism of silkworm 


ecdysone. This work laid a theoretical foundation for further study on the relationship between P450 genes 
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and the metabolism of endogenous substances. 
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昆虫 的 虹 皮 激素 属于 类 固 醇 激 素 ,， 类 固 醇 类 激 
素 对 高 等 有 机 体 的 再 生 、 发 育 和 内 环境 稳定 等 多 方 
面 都 有 调节 作用 (Manglesdorf et al., 1995 ) 。 在 节肢 
动物 中 , 特别 是 在 发 育 阶 段 的 转变 期 , 类固醇 类 激 
系 起 着 重要 的 发 育 调 节 作用 。 赔 皮 酮 (上 上) 对 双 翅 目 
昆虫 多 线 染 色 体 影响 的 研究 第 一 次 证 明了 类 固 醇 激 
紊 在 转录 水 平 起 作 用 (Henrich et al., 1998; Gilbert 
et al.，2002) 。Hansen 等 (2008 ) 以 雄性 和 雌性 成 虫 
和 第 5 龄 期 的 飞 马 哲 水 重 Calanus fimarchicus 幼虫 
为 实验 材料 分 析 可 能 参与 虹 皮 激素 调节 的 3 个 相关 
基因 : C7P30141 ，C7P30547 和 C7P33047。 其 中 
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CYP301417 在 雄性 和 产 卵 后 的 雌性 中 高 表达 , 可 能 
人 参与 赔 皮 激素 的 降解 (Hansen et al.，2008 ) 。 关 于 
昆虫 CYP3 基因 家 族 功 能 方面 的 研究 主要 集中 在 
CLC7YP307147 ， CYP302A], CYP303A], CIYP30547 ， 
CYP306A], CYP307A], CCJ7P3712471 ， CYP314A1, 
CYP3715AJ] 和 CYP33047 等 方面 (路 爱 成 等 , 2009 ) 。 

目前 ,家 乔 Bombyx mori CYP3 基因 家 族 中 研究 
较 多 的 是 与 晓 皮 激素 合成 相关 的 基因 , 它们 分 别 参 
与 了 家 和 看 赔 皮 激 素 合 成 的 不 同步 又 。Niwa 等 
(2004) 利用 葡 光 差异 显示 技术 分 别克 隆 到 家 乔 
C7P30241 ，CYP3064 和 CYP37547 ， 再 将 其 转 人 果 
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蝇 的 S2 细胞 , 用 各 种 虹 皮 激素 有 关 的 物质 作 底 物 
进行 诱导 , 结果 表明 , CYP30241 能 将 2, 22- 二 脱氧 
晓 皮 酮 转化 成 2- 脱氧 赔 皮 酮 ;CYP30647 能 将 2， 
22 ,25- 三 脐 氧 旷 皮 酮 转化 成 2,22- 二 脱氧 虹 皮 酮 。 
Namiki 等 (2005 ) 克隆 了 另外 一 个 Halloween 家 族 基 
CYP30741 , 其 表达 与 家 和 看 血液 中 旷 皮 激素 的 浓 
度 有 相当 高 的 一 致 性 。Rewitz 等 (2006 ) 发 现 使 a2 
蚁 诺 酮 转化 成 B2 虹 皮 酮 的 P450 酶 是 暗 皮 酮 20- 单 
加 氧 酶 CYP314A1。 昆 虫 细 胞 色素 P450 基因 不 仅 
参与 了 赔 皮 激 素 的 合成 , 而 且 还 参与 了 赔 皮 激 素 的 
代谢 (Nebert and Gonzalez，1987 ) 。 已 有 研究 推 新 
虹 皮 激素 是 家 重 CYP1847 的 调控 因子 ，CYP1847 
是 作为 编码 C26 羟基 化 酶 的 候选 P450 基因 ( 艾 均 
文 等 , 2008 ) , 但 是 在 家 和 蛋 CYP3 基因 家 族 成 员 中 还 
没有 报道 与 旷 皮 激素 代谢 有 关 的 基因 。 

由 于 传统 定量 方法 是 终点 检测 , 无 法 直接 从 终 
点 产物 量 推算 出 起 始 模板 量 。 加 入 内 标 后 , 可 部 分 
消除 终 产 物 定量 所 造成 的 不 准确 性 , 但 只 能 算 作 半 
定量 、 粗 略 定 量 的 方法 。 在 实时 允 光 定量 方法 中 加 
入 内 标 , 但 由 于 内 标 没有 统一 的 标准 , 在 不 同 的 物 
种 和 组 织 中 表达 量 不 稳定 , 所 以 用 内 标 法 也 不 可 
徘 。 综 上 所 述 , 利用 外 标准 曲线 的 实时 菊 光 定量 
PCR 是 迄今 为 止 定 量 最 准确 、 重 现 性 最 好 的 定量 
法 , 已 得 到 全 世界 的 公认 , 广泛 用 于 基因 表达 人 研 
究 、 转 基因 研究 、 药 物 疗效 考核 病原体 检测 等 诸多 
领域 。 

本 人 研究 通过 双 跟 踪 标 定 定 量 PCR( dual spike-in 
qPCR) 方 法 , 测定 了 在 正常 饲养 下 和 在 赔 皮 激 素 诱 
导 下 CYP3 基因 家 族 成 员 的 转录 水 平 , 通过 比较 转 
录 水 平 的 变化 趋势 , 研究 P450 基因 与 晓 皮 激素 之 
间 的 关系 。 


1 材料 和 方法 


1.1 材料 

1.1.1 实验 材料 : 以 本 研究 室 保存 的 家 乔 大 造 品 
种 为 实验 材料 , 饲育 条 件 : 26 + 1C，RH 60% ~ 
75% , 桑 叶 育 。 从 5 龄 第 2 天 开始 , 用 晓 皮 激素 溶 
液 (2 x10 一 ug/pL) (路 爱 成 , 2009) 浸泡 桑 叶 , 喂 
食 家 看 2 h 后 换 用 正常 桑 叶 。 每 10 头 看 为 一 个 样 
本 , 取 喂 食 后 0, 2, 4, 8, 12, 24, 48, 72 h 家 春 5 
龄 幼虫 各 样本 的 中 肠 和 脂肪 体 ; 另 设 不 用 晓 皮 激素 
处 理 的 为 对 照 组 。 用 PBS 冲洗 后 贮存 在 - 70%C 
备用 。 


1.1.2 试剂 和 药品 : 赔 皮 激 素 溶 液 (20- 拳 基 赔 皮 
错 酮 ，Cy Hy 0; ) 由 江苏 牧 王 药 业 有 限 公 司 提供 ; 
TRNzol Total RNA Reagent 由 天 根 科 技 有 限 公 司 提 
供 ; DNase 【 、M-MLYV 反 转 录 酶 、RNase Inhibitor、 
SYBR Premix Ex Tag” 等 由 TaKaRa 公司 提供 ; 引 
物 、 异 两 醇 (isopropanol) 和 DEPC H,O 由 上 海 生 工 
生物 工程 技术 服务 有 限 公 司 提 供 ; 三 氧 甲烷 
(trichlorome-thane) 由 南京 化 学 试剂 有 限 公司 提 供 。 

1.2 核酸 的 提取 

1.2.1 外 源 参照 基因 : 外 源 参 照 基 因 7FP2 由 中 国 
科学 院 上 海 生 化 细胞 所 陆 长 德 组 提供 。 外 源 参 照 基 
的 DNA 是 含 IFP2 基因 片段 的 线性 化 质粒 pPigT7 
(4 983 bp) , mRNA 是 将 线性 化 质粒 pPigT7 进行 体 
外 转录 , 纯化 并 定量 后 的 IFP2 mRNA; 二 者 按 质 量 
比 1 pg:1 ug 配 成 RNAZDNA 混合 液 , mRNAZDNA 
拷贝 数 比 为 4.09:1。 

1.2.2 总 RNA 的 提取 : 在 冰 上 解剖 各 样本 的 组 织 
希 官 ， 取 约 100 mg 组 织 加 1 mL TRNzol 液 在 液 氮 中 
研磨 成 粉末 ; 加 入 外 源 参 照 基因 RNAZDNA 混合 物 
5 pL, 继续 研磨 ,在 室温 放置 5 min; 12 000 mpm， 
4 人 离心 15 min; 上 清 液 按 每 坚 升 TRNzol 液 加 入 
0.2 ml 氧 仿 ， 剧烈 震荡 ,室温 放置 2 ~ 3 min， 
12 000 rpm, 4% 离心 15 min; 这 时 离心 管内 液体 分 
成 3 层 , 上 层 为 含 RNA 的 水 相 , 中 间 为 DNA, 下 层 
为 含 蛋 日 质 的 有 机 相 ; 取 上 清 液 , 并 保留 离心 管内 
残 液 以 备 提取 DNA; 按 每 寞 升 TRNzol 液 加 入 
0.5 mL 和 寞 肉 醇 ， 题 倒 混 匀 ， 室 温 放 置 10 min， 
12 000 rpm, 4% 离心 10 min, 弃 上 清 液 ; 按 每 训 升 
TRNzol 液 加 入 1 mL 75% DEPC 乙醇 ,颠倒 混 多 ， 
5 000 rpm, 4 离心 S min, 弃 上 清 液 ; 室温 干燥 ， 
看 到 日 色 沉 诞 变 成 半 透 明 后 加 入 20 mL DEPC H,0 
溶解 , 用 DNase I 处 理 , 保存 在 -70 立 中 , 用 作 和 是 
量 PCR 的 模板 。 

1.2.3 DNA 的 提取 : 取 上 述 离 心 管内 残 液 ,加 入 
0.3 mL 100% 乙醇 ， 混 义 ， 放 置 2 ~ 4 min; 
6 000 rpm, 4 离心 5 min; 除去 酚 - 乙醇 上 清 , 学 
淀 即 为 DNA; 加 入 1 mL 0. 1 molL 柠檬 酸 配制 的 
10% 乙醇 , 放置 30 min; 6 000 rpm, 4% 离心 min ; 
1 mL 0. 1 molLLL 柠檬 酸 配 制 的 10% 乙醇 再 洗 一 次 ; 
加 入 1 mL75% 乙醇 , 放置 10 ~20 min; 6 000 rpm， 
4 离心 5 min; 室温 干燥 后 ， 加 入 TE 溶解 ; 
12 000 rpm, 4% 离心 10 min 以 除去 不 溶解 的 胺 状 
物 , 保存 在 -20 人 C 中 ,用 作 定 量 PCR 的 模板 。 
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1.3 cDNA 第 一 链 的 合成 

50 pL 反应 体系 包括 : 总 RNA 1 ug, 50 pmol/L 
Oligo( dT)1i6 引 物 1 nL, 5 x M-MLV buffer 10 REL， 
10 mmol/L dNTP 2.3 pL, 40 U/nL RNase Inhibitor 
0.5 pL, 200 UAnL M-MLYV 反 转 录 酶 1 nL; 于 42C 


反应 1 h。 
1.4 引物 的 设计 与 合成 

实验 所 用 的 引物 均 使 用 Primer 5.0 软件 设计 ， 
引物 序列 见 表 1。 


表 1 Real-time PCR 引物 
Table 1 Primer pairs for Real-time PCR 


目的 基因 


Target gene 


引物 序列 (5' -3") 


Primer sequence 


上 : TTGAATTGGCGACGTTATGG 


CYP302 

R: TGGATAGCGGTGGTCTTGTC 

上 : TGGCAGCAGCTCAATTGTTC 
CYP305 

R: CGTAGACGACGACCACTAATTC 

上 : TGCCTTGGACCTTCCTCAT 
CYP306 

R: AACACCTGCGACTCCCATCT 

上 : TCTGAAGCCGATACTGATGAAG 
CYP307 

R: ACAGCGTAGCCCTGGTTGAT 

F: TTTCTCGAACGATGGATGTC 
CYP314 

R: CCTCGCTTTTAACGAATGTC 

上 : TCAGCGACCCAACTCACAT 
CYP3739 

R: CTCCGTCCATAAAGAAAAGTCC 

上 : GTATCGGTTGTTGAAATGGG 
CYP332 

R:5’'-CTACGAACTAAGCAAGAGGCA 

上 : AAGTCGCAAGCTGCTGAAGG 
CYP337 

R: AAGCGGTGTTGGCTGGTGAT 

上 : TACGGTCCTGTGGTACGCTT 
CYP339 

R: GACAGGGCAATCACCTTICTAT 

上 : AGACAGCCTTCGGTTTITCC 
CYP366 

R: AGATGCAGCAGAGGGTTGAG 

上 : CTGTGCACGGTAGTTGTC 

IFP2 


R: TCAGTACTTCCGGTATCTCG 


1.S Real-time PCR 

Real-time PCR 反应 采用 痰 光 染 料 SYBR Green 
T 在 ABI Prism 7300 上 进行 。 

PCR 反应 体系 : SYBR Premix Ex Tag (2 x) 
10 pL,， 上游 引物 (10 jumoLL) 0.4 pL, 下 游 引物 
(10 mmol/L) 0.4 nL, ROX Reference Dye (50 x ) 
0.4 pL, 模板 2. 0 pL，dH,0 6. 8 phL, 总 体系 
20 pL, 

PCR 程序 : 两 步 法 PCR 扩 增 , 50 2 min; 


引物 Tm 值 (%C ) 产物 长 度 (bp) 产物 TIm 值 (Y ) 
Tm of primer Length of product Tm of product 

59.40 

114 83.1 
$58.10 
$7.80 

137 80.0 
60.07 
$7.40 

154 83.7 
$59.20 
$7.30 

147 85.4 
59.50 
$7.80 

148 86.6 
$7.80 
56.40 

135 81.0 
$7.70 
$7.80 

136 84.8 
$5.02 
60.60 

158 85.3 
62.60 
$5.90 

108 83.7 
58.00 
56.60 

118 85.3 
$7.50 
$7.30 

144 80.0 
$7.80 


9SY% 预 变 性 1 min; 9S% 15 s, 60%C 31 s, 45 个 循 
环 ; Dissociation Stage。 每 个 样品 重复 测定 3 次 。 
1.6 标准 曲线 制作 

将 Hind 亚 处 理 的 线性 化 模板 pPigT7 稀释 成 不 
同 的 浓度 梯度 , 利用 real-time PCR 测定 IFP2 的 Ct 
值 , 制作 成 标准 曲线 。 由 于 下 列 计算 中 涉及 所 测 基 
因 的 不 同 c 值 (标准 曲线 的 斜率, 表 2) ， 需 按 同 样 
的 方法 制作 各 基因 的 标准 曲线 。 
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各 基因 标准 曲线 的 斜率 


Table 2 The slope (a value) of the standard curve for each gene 
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表 2 
目的 基因 
IFP2 CYP302 CYP305 CYP306 CYP307 
Target gene 
a value -3.0882 -3.7830 -3.2822 -3.3100 -3.4001 


1.7 数据 统计 与 分 析 

所 测 数据 根据 Zhang 等 (2009 ) 方 法 进行 计算 , 计 
算 所 得 值 表 示 茶 基因 转录 的 mRNA 拷贝 数 , 代表 基因 
的 转录 水 平 。 数 值 表 示 为 平均 数 上 标准 差 ; 用 上 检验 
对 基因 对 照 组 和 处 理 组 之 间 差 异 显著 性 进行 分 析 。 


2 结果 与 分 析 


2.1 晓 皮 激素 诱导 后 CYP3 基因 家 族 成 员 在 中 肠 
中 的 转录 水 平 

表 3 数据 是 经 赔 皮 激 素 深 液 诱 导 家 看 后 CYP3 
基因 家 族 成 员 在 中 肠 的 转录 水 平 。 数 据 表 明 , 在 晓 
皮 激 素 诱 导 下 , 大 多 数 CYP3 家 族 基因 的 转录 水 平 比 
较 低 , 值 都 在 1 以 下 , 几乎 检测 不 到 ; 其 中 CYP306， 


CYP314 CYP31S CYP332 CYP337 CYP339 CYP366 


-3.2330 -3.8300 -4.0250 -3.5302 -3.3525 -3.4861 


CYP332 和 CYP339 的 mRNA 拷贝 数 略 高 , 但 转录 
水 平 变化 不 显著 。 
2.2 ” 虹 皮 激素 诱导 后 CYP3 基因 家 族 在 脂肪 体 中 
的 转录 水 平 

表 4 数据 是 家 看 添 食 赔 皮 激 素 后 , 在 一 段 时 间 
内 脂肪 体 中 CYP3 基因 家 族 的 转录 水 平 。 从 表 中 可 
以 看 出 ,在 晓 皮 激素 诱导 下 ，CIP305 ，CYP307， 
CYP3715 ,CYP337 和 CYP366 的 转录 水 平 比较 低 , 几 
乎 检测 不 到 转录 活性 ; CYP314 的 转录 水 平 不 高 且 
没有 显著 变化 ; CYP306 的 转录 水 平 在 诱导 4 bh 达到 
最 大 ，mRNA/DNA 拷贝 数 比 为 4.81; CYP302 和 
CYP339 的 转录 水 平 都 在 诱导 2 h 达 到 最 大 , mRNA/ 
DNA 找 贝 数 比 分 别 为 15.31 和 153. 86。 


表 3 CYP3 基因 家 族 各 基因 经 虹 皮 激素 (2 x10“ pg/ pL) 诱 导 后 在 家 委 中 肠 中 的 转录 水 平 
Table 3 The transcription level of CYP3 family genes after induction by ecdysone (2 x10 pe/ pL) in the midgut of Bombyx mori 


诱导 时 
间 (h) 
CYP302 CYP305 CYP306 CYP307 CYP314 CYP315 CYP332 CYP337 CYP339 CYP366 
Induction 
time 
2 一 —- 0.0197 +0.0059 —- 0.0200 + 上 0. 0018 0.0205 +0.0018 0.1115 +0.0217 —- 0.0637 +0.0358 一 
4 0.0636 +0.0101 0.0119+0.0022  - 一 一 0.0389 +0. 0005 0.0461 +0.0011 0.0741 +0.0013 
8 一 0.0009 + 上 0.0001 一 一 一 0.0252 +0.0033 0. 2099 + 0.0021 一 
12 一 一 —- 0.0006 + 上 0. 0001 0.0006 +0.0001 0.0062 +0.0000 0.0265 +0.0024 一 
24 0.0052 +0.0027 一 一 一 一 0.0149 +0.0011 0.0011 +0.0004 一 
48 一 0.0065 + 上 0. 0006 一 一 一 0.0146 +0. 0066 0.0074 +0.0004 一 
72 “0.3867 +0.0944  - 一 —- 0.0576 +0.0088 一 2. 8669 +0.6556 0.0481 +0.0118 一 


“一 ”, 未 检测 到 Not detectable. 下 同 The same below. 


诱导 时 
间 (h) 
Induction 
time 
2 
4 
8 
12 
24 


72 


表 4 CYP3 基因 家 族 各 基因 经 赔 皮 激素 (2 x10 ”pg/ HL) 诱导 后 在 家 重 脂 肪 体 中 的 转录 水 平 
Table 4 The transcription level of CYP3 family genes after induction by ecdysone (2 x10™ pg/ pL) in the fat body of Bombyx mori 


CYP302 


13.3140 +1.5890 
0.0427 +0.0139 
0.3371 +0.0224 
0.0131 +0.0013 
0.3637 +0.0204 


0.0619 +0.0297 


CYP305 


CYP306 


0.9837 +0.0975 
4. 8086 +0.7371 
2.7268 +0.0224 
3.7418 +0.0388 
0.4137 +0.2242 
0. 3469 +0.0614 


CYP307 


CYP314 


0. 2407 +0. 1404 
0.0121 +0.0023 
0.2920 +0.2812 
0.0019 +0.0002 
0.0998 +0.0003 
0. 0009 +0. 0000 


CYP3135 


0.0045 +0.0002 0.0063 +0.0016 0.0538 +0.0039 


CYP332 CYP337 


CYP339 


153. 8600 + 14. 1100 


2. 1013 +0.0298 
5.6327 +2. 5290 
3.7827 +0.2753 
5.0860 +0.0881 
4.0090 +0.4784 


CYP366 
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2.3 在 脂肪 体 中 CYP3 基因 家 族 部 分 基因 在 旷 皮 
激素 诱导 下 和 正常 情况 下 的 转录 水 平 比较 

根据 Zhang 等 (2009 ) 的 方法 , mRNA / DNA 撕 
贝 数 比 在 1 以 下 属于 超 低 转 录 水 平 ,可 以 认为 不 转 
录 ; 5 以 下 属于 低 转 录 水 平 , 在 5 ~ 50 之 间 属 于 中 
等 转录 水 平 , 在 50 ~ 500 之 间 属 于 高 转录 水 平 。 
CYP302 在 晓 皮 激素 诱导 下 的 转录 水 平 属于 中 等 水 
平 , 与 对 照相 比 诱导 上 升 了 191.4 倍 (图 1: A); 
CYP306 在 诱导 下 的 转录 水 平 属于 低 水 平 ， 和 对 照 
组 相 比 上 升 了 7.4 倍 (图 1: B); CYP339 经 诱导 2 h 
后 其 转录 水 平 达 到 了 高 水 平 , 日 与 对 照相 比 转录 水 
平 诱导 上 升 了 421 倍 (图 1: C), 诱导 变化 显著 。 
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图 1 CYP302 (A), CYP306 (B) 和 CYP339(C) 基因 


经 赔 皮 激素 诱导 后 在 家 委 脂 肪 休 中 的 转录 水 平 
Fig. 1 The transcription level of CYP302 (A), CYP306 (B) and 


CYP339 (C) after induction by ecdysone in the fat body of Bombyx mori 


图 中 数值 为 平均 数 标准 差 ; 基因 对 照 组 和 处 理 组 之 间 的 差异 显著 
性 进行 了 比较 (人 检验 ) ,“0.01 三 PE 0.05,”“P < 0.01,NS 表示 差 
异 不 显著 。Data in the figure are mean + SD; the significances of 
differences between the treatment and control were tested (ti test) ,“0.01 


<P<0.05,™ P< 0.01, NS indicates no significant difference. 


3 讨论 


P450 基因 活性 能 被 天 然 或 合成 的 化 合 物 所 诱 
导 , 诱导 作用 不 仅 限 于 一 个 组 织 , 不 同 组 织 对 诱导 
剂 可 能 有 不 同 的 诱导 机 制 和 诱导 啊 应 ( 潘 贻 武 等 ， 
2007) 。 本 研究 表明 , 在 2x10-” pg/pLl 的 晓 皮 激 
素 溶 液 诱 导 下 ，CYP302, CYP306,， C7P374 ， 
CYP315 和 CYP339 在 中 肠 和 脂肪 体 中 都 有 表达 , 但 
不 同 的 组 织 表 达 差 异 很 大 ; CYP305 和 CYP337 在 中 
肠 和 脂肪 体 中 都 没有 诱导 表达 ; CYP307 在 中 肠 中 
没有 表达 , 在 脂肪 体 中 有 少量 表达 ; CYP337 和 
CYP366 在 中 肠 中 有 比较 低 的 转录 , 在 脂肪 体 中 没 
有 检测 到 。 表 明 这 几 个 基因 不 受 旷 皮 激 素 诱 导 ， 同 
时 说 明 诱 导 剂 的 诱导 作用 存在 一 定 程度 的 特异 性 ， 
对 某 种 或 几 种 P450 酶 有 效应 的 化 合 物 并 不 一 定 诱 
导 其 他 类 型 的 P450 基因 ( 潘 贻 武 等 , 2007 ) 。 

CYP305, CYP307, CYP314, CYP31S5, CYP337 
和 CYP3656 在 晓 皮 激素 诱导 下 的 转录 活性 大 部 分 都 
检测 不 到 , 或 者 非常 低 , 没有 明显 诱导 变化 ,这 表 
明 经 过 赔 皮 激 系 诱导 它们 的 转录 活性 有 可 能 被 抑 
制 ,也 可 能 是 不 同 的 基因 对 外 源 物 质 的 敏感 度 存在 
差异 所 导致 。 本 研究 与 Maeda 等 的 研究 结果 一 致 ， 
即 CYP306，CYP307 和 CYP314 分 别 参 与 晓 皮 激素 
的 合成 (Niwa et al., 2004; Maeda et al., 2008 ) 。 

昆虫 细胞 色素 P450 基因 不 仅 参 与 了 晓 皮 激素 
的 合成 ， 而 且 还 参与 了 它 的 代谢 (Nebert and 
Gonzalez，1987 ) 。 艾 均 文 等 (2008 ) 推测 CZP1847 
与 家 和 看 虹 皮 激素 代谢 有 一 定 的 关系 , 且 在 信息 分 析 
时 发 现 家 看 中 还 有 为 外 一 个 P450 基因 和 CYP184]7 
的 相似 性 为 39% 。 说 明 在 家 和 看 体内 除 CYP1847 外 
可 能 还 有 其 他 P450 基因 参与 赔 皮 激素 的 代谢 。 

CYP302 基因 在 赔 皮 激素 诱 寻 下 中 肠 中 的 转录 
水 平 较 低 , 诱导 2p 后 脂肪 体 中 的 mRNA 拷贝 数 上 
升 ; CYP306 在 诱导 4h 后 脂肪 体 中 的 转录 水 平 达 到 
最 大 ; 推测 CYP302 和 CYP306 可 能 与 赔 皮 激素 的 
代谢 有 一 定 的 关系 。 这 与 Niwa 等 (2004，2005 ) 的 
研究 结果 不 一 致 ， 还 需 进一步 研究 证 实 。 

CYP339 基因 经 赔 皮 激素 诱导 后 在 中 肠 和 脂肪 
体 中 都 检测 到 它 的 转录 活性 。 在 中 肠 中 诱导 后 的 转 
录 水 平 比 较 低 , 诱导 变化 不 明显 ; 在 脂肪 体 中 诱导 
2 h 后 的 mRNA/ADNA 找 贝 数 比 达到 最 大 , 转录 水 平 
最 高 , 且 与 对 照 组 相 比 转录 水 平 上 调 了 421 倍 。 
P450 酶 活性 的 增加 或 其 表达 量 的 增加 可 以 通过 基 
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因 水 平 、 转 录 水 平和 翻译 水 平 几 个 方面 实现 ,其 中 
转录 水 平 主 要 表现 为 转录 效率 增加 。 许 多 研究 表明 
P450 相关 的 抗 性 往往 表现 为 某 种 P450 的 转录 效率 
增加 ( 潘 贻 武 等 , 2007 ) 。 这 说 明 CYP339 基因 在 申 
皮 激 素 的 诱导 下 实现 了 转录 效率 的 增加 ,可 能 参与 
家 看 体内 晓 皮 激素 的 代谢 。 本 实验 通过 实时 痰 光 定 
量 PCR 的 方法 检测 到 CYP339 的 转录 水 平 经 赔 皮 激 
素 诱 导 后 显著 上 升 , 但 是 关于 CYP339 基因 受 赔 皮 
激素 的 调控 还 有 符 于 进一步 研究 和 证 实 。 

在 赔 皮 激素 诱导 下 ，P450 3(CYP3 ) 家 族 基 因 
并 不 是 所 有 的 基因 都 受 其 诱导 , 大 部 分 基因 的 表达 
量 没 有 显著 变化 ,只 有 少数 基因 (CYP302, CYP306 
和 CYP339 ) 诱 导 后 表达 量 上 升 , 推测 这 3 个 基因 在 
暗 皮 激素 的 代谢 中 起 一 定 的 作用 。 
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